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論 文 内 容 要 旨
緒 論
β一1,3r91ucanは真菌細 胞壁 を構 成す る主 要な多糖 で あ る。 β一1,3-9hcan
の研究 の主な るもの には 構造 に 関す るもの 、分解 酵素(β一1,3-glucanase)に
関 す るもの 、生 合 成に関 す るものが あ る。 その うち 、構造 について はB-
1,3-91ucanが酸 ・ア ルカ リに対 して化学 的 に強 固な ために 、その精製 が 困難
で微細構 造 につ いては不 明な点 が多 く残 されて い る。
また、細胞壁 β一1,3唱1uca皿分解酵素 の研 究 は、多糖 加水 分解酵素 あ るい は
細 胞壁溶 解酵素 の一種 と しての β歯1,3-glucanaseの精製 と性質 と い うよ う な
純粋 な酵 素学的立場 か らの研究 が主 であ り、その材料 は細 菌 や カビの 培養 濾
液 中 に分泌 され る非 常 に活 性 の強 いもの を材料 と して使用 して い るに過 ぎ な
い。
つき に 、真菌細 胞壁 β一1,3rglucanをよb生 化学 的 ・微生 物 学的 な観 点 から
考 えると 、菌 糸の成長 ととも に行 われ る細 胞壁多 糖 β一1,3-glucanの合成 は 、
分解酵 素 と合 成酵素 の協 同作 用 と考 え られ る 。 すな わち 、分解酵 素の 作 用
した部 位 に合 成酵素 が グ ル コシル残基 をの ばす と い う考 え方 や 、細 胞壁 構 成
の ために βL1,3-glucanaseは細胞壁 β一1,3-glucanを必 要 な大 きさに トリミ ン
グす る働 きを有 して い るとい った考 え方 が推定 され て いる 。 しか しな が ら
直接 それ を証 明す るよ うな研究 はま だな され てい ない 。
本 研究 は真菌細 胞壁の主 要構 成成 分 であ る β一1,3-91ucanの構 造を 明 らかに
し ・ういでその構造 が菌成 長の 際 ・形 態変 化 につれ てどの ホ うに変 化 す るの
かその関係 を追 究 し、 さらに細胞壁 の成 長 に関 して β一1,3-91ucanを修 飾する
と考 え られ る細胞壁 の β一1,3-91ucan分解酵 素の性 質 および役割 を明 らがにす
ことを 目的 と した。
な お 、材料 は 菌の研 究 では標準的 と考 え られ る1幽crassaIFO
6068野生株 を使 用 した。
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第1章 細 胞 壁 β一1,3-91ucanの構 造
一crassaIFO6068野 生 株(以 後 墨crassaと表 示)を グ ル コース
へ
を炭素源として用いた完全合成培地で生育させ、定掌期の菌糸体をクロロホ
ル ム ー メ タ ノ ー ル(1:1)で 脱 脂 後 熱 水 抽 出 し 、そ の 残 渣 に 対 してNaOHの濃
度 を4劣 、8%、16劣 、24劣 と あ げ て ア ル カ リ抽 出 を 行 った 。 ア ル カ リ抽
出 多 糖 ほ 中 和 し 、遠 心 分 離 に よ り溶 解 部 と 不 溶 解 部 に 分 け た 。 そ の 結 果
TableIに示 す よ うに4%NaOHで 抽 出 さ れ 、 中和 後 沈 澱 し た フ ラ ク シ ョン(
Fraction2-H)と24%NaOH不溶 性 残 渣(Fraction6)に多 くの 糖 が 回 収 さ
れ た 。 さ ら に各 フ ラ ク シ ョンの 構 成 糖 を 検 討 す る と 、Fraction2一■ は99
%以 上 が グ ル コ ー ス よ りな るグ ル カ ン で 、Fraction6も約80傷 がグ ル コース
で 昂 る こ と が 明 ら か に な っ た 。 そ こ で以 後 、Fraction2-HとFraction6
を β一1,3-91ucanフラ ク シ ョン と し て実 験 を進 め て行 く こ と に し た 。
両 フ ラ ク シ ョン の 多 糖 の 構 造 を 明 ら か に す る ため メ チ ル 化 分 析 を 行 い 、Table
IIのよ う な 結 果 を 得 た 。 す な わ ちFraction2-HとFraction6は平 均 鎖 長
の 違 い よ り 明 ら か に異 な る β一1,3-91ucanであ り、1.,6結合 の 存 在 も 示 唆され
た 。
さ らに 微 細 構 造 を 明 ら か に す る た め に ス ミ ズ分 解 を 行 っ た 。(Table皿)
そ の 結 果 、Fraction2-Hは過 ヨ ウ素 酸 で枝 が分 解 し 、 ま っ た く直 鎖 の β一1,3-
glucanとな り 、Fraction6は過 ヨ ウ 素 酸 酸 化 を 行 っ た の に も か か わ ら ず 、ジ
メ チ ル グ ル コ ー ス が 検 出 さ れ た こ と か ら 、側 鎖 と して2個 以 上 のグ ル コ ースが
1,3結合 で存 在 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た 。 メ チ ル 化 分析 と ス ミ ス分解
の 結 果 を 図 に示 す とFig.1のよ う に な った 。
第2章 菌 の 成 長 に伴 う β一1,3-91ucanおよ び そ の 分 解 酵 素 の変 化
前 章 に お い て 、旦.crassaの細 胞 壁p-1,3-gluc餌に は2種 類 存 在 す る こ とを
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示 し た 。 こ れ ら2種 類 の 構 造 体 の 成 因 の1つ と し て細 胞 壁 中 に存 在 す る 分
解 酵 素 が 考 え ら れ る 。 この 問題 を 明 ら か に す る た め に 璽.crassaの生 産 する
β一1,3-91ucan分解 酵 素 に つ い て検 討 す る こ と に し た 。 本 研 究 で 使 用 し た
聾crassaの成 長 曲線 に はFig・2に 示 す よ う に 培 地 中 の 残 存 グ ル コー ス 量 の
減 少 とpHの 変 化 が 各 成 長 の ス テ ー ジ を 決 定 す る良 い マ ー カ ー と な る こ とが 明
ら か に な り 、以 下 に示 す4期 に分 け た 。 す な わ ち 、pHが1番 下 が る 時 期 を
StageH、そ の 前 期 をStageI、上 昇 し始 め る 時 期 をStage皿、そ し てpHが
一 定 と な る 時 期 をStageIVとし た 。
ま ず 、細 胞 外 酵 素 の 各 成 長 ス テ ー ジ の 活 性 変 化 に つ い て はFig.3に 示 す よ
う に β一1,3-glucanase、β一1,6-glucanaseとも に2つ の 活 性 の ピ ー ク が 現 わ
れ た 。 つ ぎ に 、細 胞 内 酵 素 に つ い て はFig.4に 示 す よ う に 両酵 素 と も 定 常
期 に増 加 が 認 め ら れ た 。
一 方 、 β一1,3-glucanの構 造 と 成 長 曲 線 と の 関 係 を 明 らか に す る た め 、各 ス
テ ー ジ の 菌 糸 体 か ら抽 出 され る β一1,3-glucanにつ い てBacilluscirculans
由 来 のendo一β一1,3-glucanase処理 を 行 う た と こ ろ 、StageHから 皿 に お い
て溶 解 率 の 減 Φ が認 め ら れ た 。(Fig・5)ま た 、各 ス テ ー ジ の 菌 糸 体 の ア ル
カ リ抽 出 物 をSepharoseCL-6Bの9elchro皿atographyに供 し た と こ ろ 、Vo
に 溶 出 す る フ ラ ク シ ョン の 減 少 と 分 子 量50万 か ら25万 付 近 の フ ラ ク シ ョンの
低 分 子 側 へ の移 動 が認 め ら れ た 。(Fig.6)
これ ら の 結 果 よ り 、並crassa細 胞 壁 β一1,3-glucanは菌 の 成 長 に 伴 って な
ん ら か の 構 造 的 お よ び 分 子 量 的 変 化 が 生 じ て い る こ と が 推 定 され た 。
第3章 細 胞壁 β一1,3-91ucan分解 酵素 の精製 と性質
前章 にお いて明 らかにな った細胞壁 β一1,3-91ucanの構 造的変 化 および分 子
量 的変 化 に関係 す ると考 え られる細胞壁 β一1,3-91ucan分解 酵素 の うち 、2種
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の 細 胞 内 β一1,3-glucanaseと細 胞 外 β一1,6-glucanaseの精 製 を 試 み た 。
ま ず く 細 胞 内 β一1,3-91ucanaseの精 製 に つ い て は 菌 糸 体 を 摩 砕 後 、 遠 心 分
離 し 、 そ の 残 渣 を30。Cで12時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 酵 素 を 司 溶 化 し 、得 ら れ
た 酵 素 を ラ ミ ナ リ デ キ ス ト リ ン を リガ ン ド に し たsubstrateaffinitychro皿ato-
graphyに供 し た 。 そ の 結 果 、Fig.7の よ う な パ タ ー ン が 得 ら れ 、オ リゴ 糖
で 溶 出 す る フ ラ ク シ ョ ン の 酵 素(1,3-GlucanaseI)と 、1MNaCIで 溶 出 す る
フ ラ ク シ ョ ン の 酵 素(1,3-Glucanase∬)と に 分 別 さ れ た 。1,3-Glucamse
Iは デ ィ ス ク 電 気 泳 動 法 に よ り タ ン パ ク 的 に 均 一 な 酵 素 と し て 精 製 さ れ た 。
ま た 、1,3-G1ロcanase∬はConA-Sepharose4Bchro皿atography、Sepharose
CL-6Bchro皿atographyおよ び デ ィ ス ク 電 気 泳 動 法 に よ り 酵 素 的 に 均 一 な 酵 素
と し て 精 製 さ れ た 。
つ い で 細 胞 外 β一1,6-glucanaseはCM-cellulofinechro皿atography、Con
A-Sepharose4Bchro皿atography、SepharoseCL一{うBchro皿atography、Affinity
電 気 泳 動 法 に よ り タ ン パ ク 的 に 均 一 な 酵 素 に 精 製 さ れ た 。
以 上 、 精 製 さ れ た3種 のglucanaseの 一 般 的 性 質 はTableIVの よ う で 、
特 に1,3-Glucanase∬はpHに 関 し て1,3-GlucanaseIよ り不 安 定 で 、 多 糖
に 対 す る 親 和 性 も 低 い こ と が 明 ら か に な っ た 。
基 質 特 異 性 に つ い て はSalicinに 対 す る 差 異 が 認 め ら れ 、1,3-GIucanaseII
が1,3-GlucanaseIに 比 べ 親 和 性 が 高 い 結 果 を 示 し た 。 こ の こ と は 、1,3-
Glucanase∬は β一glucosidaseとし て の 活 性 を 有 し て い る こ と を 示 す も の で
あ る 。
ま た 、 反 応 型 式 に つ い て は 、1,3-GlucanaseIはexo型で1,6-Glucanaseは
endQ型で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。
第4章 細 胞 壁 β一1,3-91uca皿分解 酵 素 の役 割
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1,3-GlucanaseIと1,3-Glucanase皿の 菌 の 成 長 に 伴 う活 性 の 変 化 を 検 討
し た 。Fig・8に 示 す 結 果 よ り、 菌 の 成 長 初 期 で は1,3-GlucanaseIの占 め
る割 合 が 大 き く 、 成 長 後 期 に な る と 逆 に1,3-GlucanaseHの占 め る割 合 が 大
き くな る と い う 興 味 あ る事 実 が 認 め ら れ た 。
さ ら に 、精 製 し た上 記 の 酵 素 が 匹crassaの細 胞 壁 β一1,3-glucanにど の よ
う に作 用 す る の か を 検 討 す る 目的 で 、StageIの菌 体 の β一1,3-glucanフラク
シ ョン に つ い て 酵 素 処 理 を 行 っ た 。 そ の 分 解 物 をSepharoseCL-6Bgel
chromatographyに供 し た:とこ ろ(Fig.9)1,6-Glucanaseはそ のVoに 溶 出
す る フ ラ ク シ ヨン を 、 ま た1,3-GlucanaseIはVoに溶 出 す る フ ラ ク シ ョン と
分 子 量50万 か ら25万付 近 の フ ラ ク シ ョン を 修 飾 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。
こ の こ ζ は 、 第2章 で 明 ら か に し た 菌 の 成 長 に伴 う細 胞 壁 β一1,3-91ucanの構
造 的 な ら び に 分 子 量 的 変 化 に少 な く と も1,6-Glucanaseと1,3-GlucanaseI
が関 与 し て い る と推 定 さ れ る 。
第5章 考 察
迦crassaIFO6068野 生 株 の 細 胞 壁 に は2種 類 の β一1,3-glucan
が 存 在 す る 。 す な わ ち 、そ れ ぞ れ β一1,3結合 の 長 い 直 鎖 に グ ル コ ー ス が1
個 β一1,6結合 し た β一1,3-glucan(Fraction2-H)と、 上 記 構 造 を持 つ β一
1,3-glucan分子 が β一1,6の分 子 間 結 合 に よ り何 重 に も 重 な っ て い る β一1,3-
91ucanであ る 。
この よ うな2種 類 の 細 胞 壁 β一1,3-91ucanの成 因 を 考 え る と 、1つ の 司 能 性
と し て 細 胞 壁 に 存 在 す る β一1,3-91ucan分解 酵 素 の 作 用 が あ け ら れ る 。 この
点 を 明 ら か に す る た め に 、並・crassaのβ一1,3-91ucan分解 酵 素 を単 離 し 、 そ
の性 質 を 明 ら か に し 、 さ ら に各 種 酵 素 に よ り細 胞 壁 β一1,3-91ucanの修 飾 を
試 み た 。 そ の 結 果 、Fig・10に示 し た よ う な 匹crassa細 胞 壁 β一1,3-glucan
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の 酵 素 に よ る修 飾 の モ デ ル が 考 え られ た 。
す な わ ち 、 は じ め にFraction6のよ う な 構 造 を も つ β一1,3-glucan巨大 分
子 が 存 在 し 、 そ れ にendo一β一1,6-Glucanaseおよ びexo一β一1,3-GlucanaseIが
作 甫 し 、Fraction2一皿 で示 され る よ うな β一1,3-91ucanに順 次 ト リミ ン グ さ
れ て 行 く過 程 で あ る 。 こ の こ と は 、細 胞 壁 β一1,3-gluc解のgelchromato-
graphyパター ン が示 す よ う に 、菌 の 成 長 に 伴 って β一1,3-glucanが一 定 の 大
き さ に 整 え ら れ て い る と い う結 果 を も支 持 して い る 。
ま た 、 菌 の 成 長 が 終 わ り定 常 期 の 後 半 に な る とexo一β一1,3{lucanaseHの
活 性 の 割 合 が 増 し て く る 。 従 っ てFraction2一皿 の よ う な β一1,3-glucan
は 上 記 酵 索 に よ りオ リゴ糖 、そ してglucoseへと 分 解 が 進 む 。 そ れ が
Autolysisの過 程 と考 え ら れ る 。(Fig.10)
し か し 、実 際 の生 き たcellwallの場 で は 、以 下 の 諸 点 の 考 慮 が必 要 と思
わ れ る 。
1.β 一1,3-ghca且の 立 体 構 造
2.キ チ ン や タ ンパ ク と β一1,3-glucanの関 係
3・分 解 酵 素 の イ ン ヒ ビ ター 等 、 酵 素 活 性 調 節 物 質 の 存在
4。酵 索 の 存 在 場 所
以 上 の 点 を ふ ま え て 、並crassa細 胞 壁 の 成 長 過 程 に お け る形 態 変 化 を β一
1,3-glucanの構 造 と そ の 分 解 酵 素 と い う観 点 か ら考 え る と真 菌 細 胞 壁 多 糖 は
各 成 長段 階 で 、 そ の 状 況 に 応 じ て非 常 に微 細 な 部 分 で 少 な く と も2種 の 分 解
酵 素 に よ る修 飾 を うけ て い る こと が考 え ら れ る 。
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審 査 結 果 の 要 旨
真菌細胞壁の構成成分はその大半が多糖により占められている。その中で,も っとも量的に多
く存在するのはβ一1,3一 グルカンである。この多糖は細胞壁の主構成成分であるとともに,
壁の形態,構 造維持に関与する重要な多糖であるが,精 製が困難なため微細構造についてはなお
不明な点が多い。また,この多糖を分解する酵素についても,純粋に酵素学的立場からの研究が
主で,細 胞壁の機能と関連させての研究は極めて少ない。
本研究において著者は,真 菌細胞壁の主要構成成分であるβ一1,3一 グルカンが菌糸の生長
とともにどのように変化するか,さ らにその変化に際 して分解酵素がどのように関与するかを検
討 しようと試みた。著者はまず,1Vθ%γ・學・㎎ ・7α8認IFO6068野生株から調製 したβ一1,3
一グルカンに2種類のβ一1,3一 グルカンが存在することを認めそれぞれの構造を明かにした。
ついで,菌 の成長に伴 う』β一1,3一 グルカンの分子量的 ・構造的変化ならびに細胞内外の細胞
壁β一1,3グ ルカン分解酵素の活性の変化を検討 した結果,細 胞壁の構造変化と分解酵素との
作用の間に相関性の存在することを見出した。最後に,著 者は本菌細胞壁の骨格多糖としてのβ
一1,3一 グルカンの構造を修飾する酵素として,2種 類のエキソーβ一1,3一 グルカナーゼ
(細胞内酵素)と1種 類のエンドーβ一1,6一 グルカナーゼ(細 胞外酵素)を 単離精製 し,そ
れぞれの酵素的諸性質を明かにするとともに,菌の成長に伴 う細胞壁の構造変化におけるこれ ら
の酵素の役割についても考察 した。
以上,本 論文は真菌細胞壁における構造多糖の機能に関 して新 しい知見を与えるものであ り,
審査員一同,著 者は農学博士の学位を授与される資格を有するものと判定 した。
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